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学位論文内容の要旨
グラム陽性樟菌であるMycobacteriumtuberculosis(ヒト型結核菌)が引き起こす結核症
は､世界レベルで蔓延している｡世界保健機関 (worldHealthOrganization‥WHO)の
2011年の報告では､全世界の3分の1の約20億人が結核菌に感染し､その中から年間約950
万人が結核症を発症し､約200万人が死亡している ｢最大の感染症｣のひとつである｡わ
が国においても､1999年に厚生省 (当時)から ｢結核緊急事態宣言｣が出され､再興感染
症として大きな問題となっている｡
M tuberculosisにおいても種々の抗生物質に対する耐性菌の存在は治療上､大きな問題
となっている｡薬剤耐性菌の中には特定の抗生物質に対して耐性を示すのみではなく､そ
の抗生物質に増殖依存性を示す細菌も存在する｡そのひとつがstreptomycin(SM)増殖依
存性〟 tuberculosisである.
sMは､はじめて使用された抗結核薬であり､結核症の治療において重要な薬剤とされ
てきた｡SM を含むアミノグリコシド系抗生物質は､蛋白質合成を担うリボソームを標的
とするOリボソームの30Sに結合し､蛋白質の合成を阻害することにより抗菌活性を示す｡
この阻害反応は､2段階で起こる｡ひとつは開始段階の阻害である｡もうひとつは伸長段
階で､mRNAのコー ドの読み間違えを起こし､異常なアミノ酸配列を含むポリペプチ ド鎖
を合成する｡この結果､異常な複合体や sMが結合した異常なモノマーが細胞内に蓄積し､
正常なリボソーム機能が行なわれなくなる｡SM増殖依存性株は､本来 SM存在下では増
殖できないM tuberculosisと違い､SMがなければ増殖t/ない菌株である｡
M tuberculosisのSM増殖依存性株は､1948年にはじめて報告された01951年には国
立予防衛生研究所 (現国立感染症研究所)の橋本博士がM.tuberculosisH2株から実験的に
sM増殖依存性株を作製･分離することに成功し､この株をM tuberculosis18b株と命名し
た｡1995年には､Honore博士らがM tuberculosis18b株の 16SrRNAを調べた結果､530loop
内の塩基配列の変異を報告し､この変異がsM増殖依存性の原因であると推測した｡なお､
16SrRNAをコー ドするrrsA遺伝子とS12をコー ドするrpsL遺伝子は､SM耐性に関与す
る遺伝子であり､これらのいずれかの遺伝子に変異を持つ臨床分離sM耐性株が数多く報
告されている｡
ところで､M.tuberculosis18b株については､16SrRNA530loop以外の領域においてど
のような塩基配列を有しているのか､Honore博士らの報告した塩基の挿入変異が sM増殖
依存性増殖に関与しているのかについての検証は行われておらず､未だ不明な点が多い｡
また近年､低濃度 sM耐性に関連し､16SrRNA中の特定の塩基をメチル化する修飾酵素
をコー ドするgidB遺伝子の変異がSM耐性に関与しているとの報告があり､M tuberculosis
18b株におけるこれら遺伝子の変異の有無を確認する必要があるO
本研究においては､第1にM tuberculosis18b株のrrsA､甲止､gidBの塩基配列を調べ､
sM耐性との関連性が推測される変異部位を検出した｡次に得られた結果をもとにワクチ
ン株であるウシ型結核菌 (Mycobacteriumbovis)弱毒株bacilusCalmete-Guerin(BCG)を
用いて変異株を作製し､変異部位がSM増殖依存性に関与しているかを実証した｡
国立感染症研究所に保管されていた冷凍保存M.tuberculosis18b株バイアル中の菌液を
一部採取し､SM50pg/mL添加 1%小川培地および7HIO-OADC寒天培地に播種した03週
間後､培地上に多くの集落が形成された｡なお､SM 非含有 1%小川培地上にも3個の集
落を得たO各集落からゲノムDNAを抽出し､直接塩基配列決定法により染色体上のrrsA
の塩基配列を決定したOその結果､rrsA上の3か所に塩基の挿入あるいは塩基置換が認め
られた｡これら3か所の塩基の組み合わせにより得られた集落は､3つのタイプに分類さ
れた｡
M tuberculosis18b株の 3つのタイプの rrsA､rp止､gidBの塩基配列を決定し､M
tuberculosisH37Rv株と比較した結果､SM耐性に関与しているgidB遺伝子やrpsL遺伝子
などに遺伝子変異は認められなかったが､16SrRNAの塩基 512と513の間にシトシン(C)
が挿入されたもの (512cc)､13のアデニン (A)がグアニン (G)に置換し､かつ 512
と513の間にCが挿入されているもの (13Gplus512cc)､512と513の間にCが挿入さ
れ､かつ555のCがAに置換されているもの (512ccplus555A)の3タイプであった｡
この3タイプをもとにBCG株を用いて､BCG13G､BCG512cc､BCG555A､BCG13Gplus
512cc､BCG512ccplus555Aの5つの 16SrRNA変異株を作製した｡なお､作製したす
べての変異株はSM耐性に関与するgidB遺伝子とrpsL遺伝子に変異がないことを直接塩
基配列決定法により確認した｡
BCG変異株の培養実験において､13G､555A､13Gplus512cc､512ccplus555Aの変
異株は､SM 0-200pg/mL添加 7H10-0ADC寒天培地において集落が形成されたOこの結
果から､これらの変異株はSM耐性を持つことが確認された｡他方､BCG512ccは､SM
0-loops/mL添加 7HIO-OADC寒天培地においては集落が形成されず､sM200pg/mL以上
では集落が形成された｡また､7H9-ADC-Tween80液体培地を用いた培養実験においても
同様の結果が得られた｡
次にBCG512ccのSM増殖依存性を追試するため､培養途中で培地を置換する実験を
行なったO最初にBCG512cc を200pg/mL濃度のSM含有7H91ADC-Tween80液体培地
で増殖させた｡増殖した菌をsM非含有7H9-ADC-Tween80液体培地で洗浄し､同じ培地
で培養した｡10日後培養物を2群に分け､一方のみにSM を最終濃度200pg/mLになるよ
うに添加し培養を続けたoその結果､sM を添加した群では濁度の上昇は認め られたが､
SM非添加群では濁度の上昇は認められなかった｡また､BCG512ccをsM200pg/mL含
有7H9-ADC-Tween80液体培地でOD5901.0に達するまで培養した｡oD5901.0になった菌体
を新鮮な7H9-ADCITween80液体培地で3回洗浄後2群に分け､それぞれSM200pg/mL含
有および非含有 7H9-ADC-Tween80培地で培養を続けた｡その結果､sM 非含有添加群で
は､わずかな増殖が認められたのみであったが､sM200pg/mLを添加した群では有意に増
殖が認められた｡
以上から､M.tuberculosis18b株は､16SrRNAの512ccの変異がsM増殖依存性に関
与していることが実証された｡SM耐性については､16SrRNAの 13番目の塩基AがGに
置換されたBCG 13GがsM耐性を賦与することはMycobacterium属では今まで知られて
おらず､本研究によりはじめて示された｡また､555番目の塩基CがAに置換されたBCG
555Aが sM 耐性を賦与する点も我々の知る限りすべての細菌において､本報告がはじめ
てであった｡
学位論文審査結果の要旨
streptomycin(SM)は､結核症の治療薬としてはじめて使用された薬剤であるが､1948
年にSMに対して増殖依存性を示す菌株が報告された｡1951年には国立予防衛生研究所(現
国立感染症研究所)の橋本達一郎博士が結核菌臨床分離株 H2株から実験的にSM に増殖
依存性を示す菌株を作製 ･分離し､Mycobacteriumtuberculosis18b株と命名した.
申請者は､18b株のmA､rp止､gidBの塩基配列を調べ､SM 耐性/依存性との関連性
が推測される変異部位を検出した｡次に候補となった変異をもとにワクチン株であるウシ
型結核菌 (MycobacterL'umbovis)弱毒株 bacilusCulmete-Guerin(BCG)を用いて変異株を
作製してSM耐性/依存性の検討を行い､18b株で検出された特定の変異が sM増殖依存
性を賦与することを実験的に証明した｡
本研究で､明らかとなったことは下記のとおりである｡
1) 18b株保存バイアル中の複数のクローンを調べたところrpsLgidBには変異は認め
られなかったOしかし､rrsAには塩基配列の置換､挿入が3箇所見つかり､その変異
の組合せにより､次の3つのタイプに分類された｡
(i)塩基512と513の間にシトシン (C)が挿入されたタイプ (512cc)
(i)(i)の変異に加え､塩基 13のアデニン (A)がグアニン (G)に置換されたタイプ (13G
plus512cc)
(ii)(i)の変異に加え､塩基555のCがAに置換されたタイプ (512ccplus555A)
2) 1)の結果をもとにBCG株を用いて､BCG13G､BCG512cc､BCG555A､BCG13G
plus512cc､BCG512ccplus555Aの5つの16SrRNA変異株を作製したO培養実験
の結果､BCG13G､BCG555A､BCG13Gplus512cc､BCG512ccplus555Aは､供
したSM濃度に関わらず寒天培地において集落が形成され､SM耐性を示した｡
なお､13G変異がsM耐性を賦与することはMycobacterium属では今まで知られて
おらず､本研究によりはじめて示されたOまた､555A変異が SM耐性を賦与する点
はすべての細菌において､本報告がはじめてであった｡
3) BCG 512ccは､SM 0-loops/mL添加寒天培地においては集落が形成されず､sM
200pg/mL以上では集落が形成された｡また､液体培地を用いた培養実験においても
同様の結果が得られた｡BCG512ccを用いて培地置換実験を行った結果､SM非添
加培地からsM200pg/mL添加培地に置換した場合､BCG512ccは増殖を開始した.
また､sM200pg/mL添加培地から､SM非添加培地に置換した場合､置換直後にはわ
ずかな増殖を示したもののその後増殖が停止したO以上から､rrsA上の 512ccの変
異が増殖依存性に関与することが実証された｡
以上のSM増殖依存性､耐性に関する報告は新しい知見であり､今後の微生物学研究の
発展のみならず感染症制圧に対しても大きな意味を持つ有用な研究成果であると考える｡
よって､審査委員会は本論文に博士 (歯学)の学位論文としての価値を認める｡
